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(57) Abstract 

The invention concerns the use of a protein derived from cancer cells, virus-infected cells or immune-defence cells or a fragment 
of said protein, characterised in that said protein is initially an immunosuppressive and/or angiogenic protein with local activity and 
said properties are inactivated by at least 70 %, through a physical and/or chemical treatment, by genetic recombination or by adjuvant 
conditioning, said treatment preserving its property of being identified by antibodies directed against said protein, and preserving sufficient 
immunogenic properties for generating antibodies neutralizing or blocking said native protein, to obtain a medicine for use as local 
anti-immnumosuppression and/or anti-angiogenic agent as an anticancer agent The invention also concerns the resulting immunogenic 
compounds, their preparation method and their uses. 

(57) Abrege- 

Utilisation d'une proline provenant de cellules canc6reuses, de cellules infectecs par un virus ou de cellules immunitaires ou encore 
d'un fragment de cette proline, caract6ris6e en ce que cette proline est une proline initialement immunosuppressive et/ou angiogenique 
a action locale et en ce que ces propri^tes sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un traitement physique et/ou chimique, par 
recombinaison g6n6tique ou encore par un conditionnement adjuvant, ledit traitement lui conservant la proprtete" d'6tre reconnue par des 
anti corps diriges contre ladite proline, et lui conservant des propri6tes immunogenes suffisantes pour g£n£rer des anticorps neutralisant 
ou bloquant ladite prot£ine native, pour 1'obtention d'un medicament destind a une utilisation comme agent anti-immunosuppression ou 
anti-angiog6nique localement en tant qu'anticancereux, composes immunogenes obtenus, leur precede* de preparation et leurs applications. 
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Utilisation de proteines immunoqenes immunosuppressives et/ou 
anqioqeniques rendues inactives, procede de preparation et applications 
pharmaceuticals ou vaccinales. 

5 La presente invention concerne I'utiiisation de proteines 

immunogenes immunosuppressives et/ou angiogeniques rendues inactives, 
leur procede de preparation et leurs applications pharmaceutiques ou 
vaccinales. 

On recherche toujours des composes actifs pour lutter contre le 

10 cancer qui est le fleau medical majeur de notre epoque. De nombreuses 
therapies ont et6 developpees avec un succes variable puisqu'il y a encore une 
mortalite importante. Ces therapies ont d'abord ete I'exerese chirurgicale pour 
les tumeurs solides, la radiotherapie et la chimiotherapie. Ces therapies 
semblent insuffisantes dans de nombreux cancers pour lesquels aucun succes 

15 clinique n'a ete enregistre indiquant une prolongation importante de la survie 
des patients ou leur guerison totale. 

Les cancers sont des proliferations de cellules qui peuvent 
ensuite essaimer dans I'organisme pour former des metastases. II est connu 
que le systeme immunitaire d'un individu normal elimine regulierement les 

20 cellules cancereuses naissantes (concept d'immunosurveillance), et que la 
formation d f un cancer est associee 1) a Techappement du systeme de 
surveillance immunitaire local puis a une periode avancee du cancer, a une 
immunosuppression systemique et 2) a une proliferation des cellules 
endothelials vasculaires assurant Tapport nutritif des cellules tumorales 

25 (neoangiogenese). 

La plupart des agents anticancereux (chimiotherapie, 
radiotherapie) utilises a ce jour luttent contre la replication des cellules 
cancereuses. Ces agents ne visent pas I'environnement particulier necessaire 
a la proliferation des cellules cancereuses, caracterise a la fois par ('absence 

30 d'activite locale (paracrine) des cellules immunitaires antitumorales 
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(echappement immunitaire) et par I'apparition d'une vascularisation 
intratumorale (neoangiogenese). 

C'est pourquoi, recemment, de nouvelles approches 
therapeutiques ont ete introduites. Certaines visent a stimuler le systeme 
5 immunitaire antitumeur par therapie cellulaire ou par I'activation de genes 
codant pour des proteines stimulant la reponse immunitaire (therapie genique) 
ou encore en immunisant directement centre des antigenes, identifies comme 
specifiques ou associes, de la tumeur du type des MAGE (vaccination). 
D'autres visent a lutter contre la neoangiogenese, en utilisant des 
10 antimetabolites detruisant les cellules endotheliales (Judah Folkman). Dans ce 
nouveau contexte il est a noter que De Bruijn et al., (Cancer Res. (1998) 58, 
pages 724-731) ont decrit ('utilisation de proteines E6 et E7 natives pour induire 
une reponse cellulaire cytotoxique (CTL) chez des souris pour les proteger contre 
('implantation de cellules tumorales. 

15 0r la demanderesse a decouvert avec etonnement, apres de 

tongues recherches, que des facteurs immunosuppressifs ou angiogeniques a 
action paracrine sont induits par les tumeurs. Ces facteurs qui sont solubles 
peuvent, d'une part, empecher localement les cellules du systeme immunitaire 
d'agir efficacement. meme si on les stimule (immunosuppression) et, d'autre 
20 part, assurer la nutrition des cellules cancereuses, en activant la proliferation 
des cellules endotheliales (angiogenese). 

Le phenomene d'echappement aux defenses immunitaires 
cellulaires de I'hote par induction de leur paralysie in situ est une strategie 
utilisee par de nombreux cancers et est necessaire a leur survie. Initialement 
25 I'immunosuppression reste localisee au niveau de la tumeur, puisque I'individu 
est encore capable de se defendre contre les autres agressions telles que des 
infections. Cependant a un stade plus tardif, cette immunosuppression peut 
s'etendre, se generaliser, ainsi que I'attestent la dissemination de metastases 
et la grande vulnerabilite du cancereux face aux infections ceci en dehors 
30 meme des effets debilitants dus a la chimiotherapie ou radiotherapie. En 
resume, cet echappement au controle du systeme immunitaire est dO a une 
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paralysie du systeme immunitaire (immunosuppression), qui I'empeche de 
fonctionner normalement. Cette immunosuppression met en jeu des facteurs 
paralysants, qui sont produits par les cellules cancereuses ou leur 
environnement. La paralysie locale des cellules du systeme immunitaire ou 
5 immunosuppression represente done une arme majeure des cellules 
cancereuses qui leur permet d'echapper au systeme immunitaire de I'hdte. 
Ainsi, des proteines relachees par les cellules infectees agissent comme de 
veritables toxines sur les cellules immunitaires alentour, les dereglent et 
bloquent in. situ (de.maniere paracrine) les cellules du systeme immunitaire, 

10 protegeant les cellules infectees. 

Les tumeurs malignes sont caracterisees par la presence d'une 
vascularisation importante, qui assure un afflux de sang necessaire a la 
nutrition des cellules cancereuses. Cette vascularisation est realisee par 
Tactivation des cellules endothelials vasculaires induites au contact des 

15 cellules tumorales (neoangiogenese). Les travaux de Judah Folkman ont 
recemment mis en evidence que le controle de la neoangiogenese tumorale 
pouvait representer une arme efficace decisive contre les cancers (Folkman J., 
Semin. Cancer Biol. , 1 992 , 3 (2) : 65-7 1 ) . 

Dans ce contexte physiopathologique, la demanderesse a 

20 decouvert, apres de longues recherches, dans le cas de I'ATL, du cancer du col 
uterin, et du sarcome de Kaposi, trois proteines impliquees dans une 
immunosuppression locale au niveau de la tumeur : il s'agit de la proteine Tax 
de HTLV 1, de la proteine E7 du papilloma virus, et de la proteine Tat du VlH-1 
dans le sarcome de Kaposi. Dans ce dernier cas, il existerait aussi une proteine 

25 du.HHV8 immunosuppressive, qui expliquerait que le sarcome de Kaposi 
survient aussi chez des sujets non infectes par le VIH-1. Tat a ete impliquee 
dans le sarcome de Kaposi, mais sans que les chercheurs n'identifient son role 
generateur d'immunosuppression locale qui favorise la generation de sarcomes 
de Kaposi. De maniere interessante, la demanderesse a trouve que certaines 

30 de ces proteines immunosuppressives, telles la proteine Tat du HIV-1 et la 
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proteine E7 de HPV (souches 16 et 18) ont egalement des effets activateurs 
sur les cellules endothelials vasculaires. 

La presente invention a pour objet de bloquer par des anticorps 
specifiques les facteurs solubles relaches par les cellules tumorales ou 
5 infectees par un virus. Par "facteurs solubles", Ton entend des facteurs (en 
general des proteines) synthases par ces cellules et relaches dans le milieu 
extracellulaire soit par transport actif soit par diffusion passive. Les facteurs 
extracellulaires precites peuvent agir in situ soit en inhibant la reponse cellulaire 
immunitaire. induant (.'activation des lymphocytes T cytolytiques (CTL), soit en 
1 0 perturbant le reseau cytokinique, soit en satisfaisant par la neoangiogenese les 
besoins nutritifs de la tumeur. Ces facteurs extracellulaires peuvent etre 
d'origine cellulaire (cytokines) ou, pour les cancers induits par des virus ou les 
maladies virales, des proteines virales, principalement des proteines de 
regulation, presentes dans le milieu extracellulaire. 
15 La Presente invention decrit notamment des moyens permettant 

d'obtenir, dans le milieu circulant, des anticorps diriges specifiquement contre 
des facteurs deleteres, par exemple immunosuppressifs et/ou angiogeniques 
lesdits anticorps etant susceptibles de bloquer ces facteurs et d'en neutraliser 
les effets sur les cellules immunitaires et/ou endotheliales. Ces anticorps 
20 specifiques seront soit induits par immunisation active (vaccination) dirigee 
contre les proteines notamment les facteurs solubles prealablement identifies, 
soit administres passivement (immunisation passive). Les anticorps circulants, 
presents dans le milieu extracellulaire, en se combinant a ces proteines, 
pourront en neutraliser les effets indesirables. 
25 La demanderesse a identifie dans au moins trois cancers viro- 

induits de tels facteurs solubles : le sarcome de Kaposi (HIV-1), le cancer du 
col de I'uterus (HPV) et la leucemie ATL (HTLV-1 et -2) Ces 3 facteurs, tous 
d'origine virale, sont respectivement la proteine Tat du HIV-1, la proteine E7 du 
HPV et la proteine Tax du HTLV -1 . 
30 De nombreux cancers sont induits par des virus comme le HIV-1 

responsable du sarcome de Kaposi et d'autres cancers, le HPV a Torigine du 
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cancer du col de I'uterus, PHBV et I'EBV associes, respectivement, a 
I'Hepatome et a la maladie de Burkitt. 

La maladie SIDA (Syndrome d'lmmunodeficience Acquise) due au 
HIV-1 et caracterisee par une immunosuppression cellulaire generalisee, peut 
5 se manifester par le sarcome de Kaposi, cancer vasculare, ou par d'autres 
formes de cancer dont certaines leucemies ou lymphomes 
L'immunosuppression cellulaire observee dans cette maladie qui favorise 
I'apparition de ces cancers est induite par la proteine Tat de regulation du HIV- 
1 , qui, si elle n'appartient pas a la structure propre du virus, est relachee par les 

10 cellules infectees dans le milieu extracellulaire. Sous cette forme extracellulaire, 
la proteine Tat, agissant en veritable toxine virale, exerce un effet 
immunosuppressif sur les cellules immunitaires avoisinantes (Zagury D. et al.; 
PA/AS, 1998, 95 : 3851-56). De plus, au niveau du sarcome de Kaposi, il a ete 
montre que la proteine Tat associee aux cytokines inflammatoires (IFNa, 11-1, 

15 TNFot) et au BFGF, favorisait la neoangiogenese qui forme la tumeur (Ensoli B. 
J. Virol. 1993, 67 : 277-287). 

En fait, de par ses proprietes immunosuppressives et 
angiogeniques, la proteine Tat, presente dans le milieu extracellulaire, favorise 
dans la maladie Sida, non seulement le developpement du sarcome de Kaposi, 

20 cause par le virus HHV8, mais egalement d'autres cancers, incluant des 
lymphomes ou des leucemies. 

Le cancer epithelial du col de I'uterus est provoque par certaines 
souches du virus HPV (souches 16 et 18). Les cellules cancereuses de ce 
cancer n'expriment que 2 proteines d'apparition precoce de ce virus, la proteine 

25 t E6 et la proteine E7 qui, toutes deux, ont des effets sur les facteurs regulateurs 
du cycle cellulaire de la cellule cancereuse. Par ailleurs, la proteine E7, 
presente dans le milieu extracellulaire, explique I'apparition . chez les malades 
de faibles taux d'anticorps anti-E7. La proteine E7 extracellulaire, tout comme 
la proteine Tat extracellulaire peut agir locaiement comme une toxine sur les 

30 cellules stromales (cellules lymphoTdes ou cellules endothelials) de ia tumeur. 
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Cette proteine E7 a en effet montre experimentalement des 
proprietes immunosuppressives et angiogeniques. L'immunosuppression 
induite par la proteine E7 a ete caracterisee par ('inhibition de la proliferation 
des cellules T stimulees par le PPD ou le toxoide tetanique, ('inhibition de la 
5 proliferation des cellules T stimulees par des cellules allogeniques, la 
surproduction d'IFNa (cytokine immunosuppressive) par les cellules presentant 
I'antigene (APC). Le pouvoir angiogenique de la toxine E7 sur les cultures de 
cellules endothelials provenant du cordon ombilical de nouveau-nes et 
pretraitees par la proteine E7 a ete suggere par les observations suivantes : 
10 formation de nids cellulaires nombreux, visibles au contraste de phase; 
identification par Facs de marquers CAM (ICAM et VCAM) au sein des cellules 
endotheliales et modification du cytosquelette des cellules en culture observees 
par immunofluorescence et alteration de I'expression du monoxyde d'azote 
synthase inductible par les cellules endotheliales en culture, en presence de la 
15 proteine E7. Comme on le verra dans les exemples de maniere plus decisive, 
le pouvoir angiogenique de la toxine E7 peut etre directement demontre u in 
vitro " par I'activation des cellules endotheliales vasculaires provenant de 
lignees cellulaires ou de cellules fraTches de cordon ombilical de nouveau-nes 
induites par la proteine E7 du HPV (souche 16). 
20 L'induction d'anticorps diriges contre les facteurs viraux 

extracellulaires telies les prolines Tat, E7 ou Tax, comme des toxines sur les 
cellules stromales lymphoides ou endotheliales intratumorales, implique la 
preparation d'immunogenes biologiquement depouryus des effets deleteres de 
la proteine native. De tels immunogenes ou les anticorps specifiques qu'ils 
25 induisent peuvent grace a leurs proprietes combattre Timmunosuppression 
et/ou I'angiogenese presente (s) au sein des tumeurs et done etre utiles en tant 
que medicaments anticancereux. 

La presente demande a principalement pour objet ('utilisation : 
- d'un produit nouveau obtenu a partir d'une proteine naturelle qui sera 
30 modifiee par toute technique comme par voie chimique, physique (dont 
forme galenique) ou par ingenierie genetique, de telle sorte que ses 
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proprietes immunosuppressives sont inactivees d'au moins 70%, de 
preference d'au moins 90%, notamment d'au moins 95%, par un traitement 
chimique, physique et/ou par construction genetique appropriee. 
d'un anticorps contre une proteine immunopathogene, en particulier 
5 immunosuppressive ou angiogenique a action locale induite par une cellule 
cancereuse ou une cellule infectee par un virus, pour I'obtention d'un 
medicament destine a une utilisation en tant qu'agent anti- 
immunosuppression locale et/ou en tant qu ! agent anti-angiqgenique a action 
locale. Etant donne que des cancers peuvent proliferer grace a 
10 Timmunosuppression locale evoquee ci-dessus et a I'angiogenese, les 
produits ci-dessus trouvent en partie leur emploi pour I'obtention d'un 
medicament destine a son utilisation en tant qu'anticancereux. 

La proteine naturelle precitee est caracterisee en ce qu'elle est 
une proteine initialement immunosuppressive et/ou angiogenique a action 
15 locale induite par des cellules cancereuses ou par des cellules infectees par un 
virus ou un fragment de ces proteines. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet ['utilisation d'une 
proteine provenant de cellules cancereuses, de cellules infectees par un virus 
ou de cellules immunitaires ou encore un fragment de cette proteine, 
20 caracterisee en ce que cette proteine est une proteine initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale et en ce que ces 
proprietes sont rendues inactives d'au moins 70 %, de preference d'au moins 
90%, notamment d'au moins 95%, par un traitement physique et/ou chimique tel 
qu'une foundation, une carboxamidation, une maleimidation, une oxydation par 
25 barbotage d'oxygene, par recombinaison genetique ou encore par un 
conditionnement adjuvant, ledit traitement lui conservant la propriete d'etre 
reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine, et lui conservant des 
proprietes immunogenes suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou 
bloquant ladite proteine native, pour I'obtention d'un medicament destine a une 
30 utilisation comme agent anti-immunosuppression ou anti-angiogenique locale en 
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tant qu'anticancereux. Par " agent anti-immunosuppression ou anti-angiogenique 
" Ton entend que 1'agent peut avoir Tun, I'autre ou les deux effete. 

Les proteines rendues inactives de la presente invention, parfois 
appelees ci-apres "proteine inactivees" ou "toxoTdes", permettent de lutter 
5 contre les cancers par une approche complements de celles de Tart 
anterieur et specifique, visant la paralysie du systeme immunitaire et/ou encore 
Tangiogenese induite(s) par les substances extracellulaires produites 
localement dans I'environnement des cellules cancereuses. Cette paralysie 
immunitaire et/ou Tangiogenese constituent une veritable barriere protectrice 
1 0 et/ou une source nutritive pour la tumeur. 

Les proteines rendues inactives de la presente invention 
permettent de lutter en premier lieu contre ces facteurs immunosuppressifs 
et/ou angiogeniques, par formation d'anticorps contre ces proteines et 
notamment contre ces facteurs solubles pour permettre au systeme 
1 5 immunitaire d'agir efficacement et/ou pour bloquer la neoangiogenese. 

II est important d'utiiiser le facteur extracellulaire deletere sous 
une forme physiquement, chimiquement et/ou genetiquement modifiee 
(inactivee) et non native (ou naturelle) afin qu'il n'exerce plus ses effete nocifs 
(paralysie paracrine du systeme immunitaire ou angiogenese locale). 
20 Les traitements physiques peuvent etre realises par la chaleur, les 

radiations U.V., les rayons X ou le contact avec une atmosphere riche en 0 2 . 
Ces traitements physiques generant des modifications intramoleculaires entre 
radicaux chimiques (groupement thiols par exemple), peuvent de maniere 
appropriee changer la conformation de la molecule, I'inactiver 
25 fonctionnellement tout en conservant ses proprietes immunogenes. 

Le traitement chimique peut etre effectue a I'aide d'un agent de 
couplage tel qu'un dialdehyde, ou d'une proteine porteuse activee par un 
pretraitement a I'aide d'un dialdehyde, de preference ou le glutaraldehyde. Le 
traitement chimique peut se faire par utilisation d'un monoaldehyde, notamment 
30 de formaldehyde. On peut a cet egard se reporter a I'enseignement de 
WO-A-96/27389. 
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Le traitement chimique peut se faire notamment par d'autres 
procedes telle la carboxymethylation. Un exemple de technique de 
carboxymethylation est illustre ci-apres dans la partie experimental. Le 
traitement chimique peut se faire egalement par N ethylmaleidation associee ou 
5 non a une glutaraldehydation. 

L'immunogene peut etre inactive grace a une presentation 
galenique au sein d'un liquide huileux, tel ('adjuvant incomplet de Freund ou 
encore susceptible de modifier les liaisons non covalentes (forces 
electrostatiques, forces de Van der Waals ou liaisons hydrogene) necessaires a 

10 ses effets toxiques. 

Les modifications genetiques peuvent etre obtenues par 
ingenierie genetique operant des insertions, des deletions ou des substitutions 
de residus, operations destinees a diminuer ou supprimer les sites fonctionnels 
deleteres de la molecule naturelle. Les mutants genetiques pourront ou non 

15 subir un traitement chimique et/ou physique complementaire. Les proteines 
modifiees ci-dessus peuvent par exemple etre preparees a partir d'une proteine 
ayant une sequence identique ou similaire a une sequence peptidique d'une 
proteine immunopathogene, en particulier immunosuppressive ou 
angiogenique, telle que la proteine Tat du VIH-1, la proteine E7 du papilloma 

20 virus ou la proteine Tax de HTLV1 ou d'un fragment de ces proteines et etre 
obtenues par exemple par synthese peptidique conventionnelle sur resine ou 
par genie genetique. Tous ces procedes sont bien connus de I'etat de la 
technique. 

Afin de verifier que la proteine native immunosuppressive et/ou 
25 angiogenique est bien reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine 
immunosuppressive modifiee ou son fragment modifie selon I'invention, on peut 
par exemple verifier immunologiquement par Elisa en presence d'anticorps 
specifiques, la formation de complexes antigene-anticorps comme on le verra 
ci-apres dans la partie experimentale. 
30 Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre, le compose 

immunogene provient d'un compose natif (proteine ou fragment pdlypeptidique) 
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traite par un aldehyde, ou carboxamide ou maleimide. 

Afin de determiner si les proprietes immunogenes de la proteine 
modifiee immunosuppressive et/ou angiogenique ou un fragment de cette 
proteine ont ete suffisamment conservees (c'est a dire si il ou elle a ete 
5 inactive(e) mais pas denature) pour creer des anticorps bloquant les effets de 
ladite proteine native, on peut par exemple immuniser des mammiferes (lapins, 
rats, souris) a I'aide d'un compose immunogene selon ('invention et verifier que 
les anticorps produits neutralisent les activites immunosuppressives ou 
. angiogenique de la proteine, comme on le verra.pour la proteine Tat du VIH-1, 
10 la proteine E7 du papilloma virus et la proteine Tax de HTLV1 dans la partie 
experimentale. 

Afin de determiner si la proteine immunosuppressive modifiee ou 
fragment a perdu au moins la proportion desiree de ses proprietes 
immunosuppressives, on peut par exemple etudier I'effet de la proteine 
15 immunosuppressive sur r immunosuppression des cellules mononucleees du 
sang peripherique humain (PBMC). 

La proteine immunosuppressive ou angiogenique modifiee et 
immunogene peut deriver d'une quelconque des proteines notamment 
immunosuppressives a action locale induites par les tumeurs ; on retient 

20 particulierement la proteine Tat du virus VIH-1, la proteine E7 du papilloma 
virus ou la proteine Tax du virus HTLV1. On retient aussi la lectine mannane- 
dependante produite par des cellules immunitaires activees. 

Par "derivent" ou "deriver" d'une proteine immunopathogene, en 
particulier immunosuppressive ou angiogenique a action locale produite par 

25 des cellules cancereuses ou infectees par un virus ou produite par des cellules 
immunitaires, Ton entend que le compose immunogene peut etre constitue de 
la totalite ou d'un fragment de la proteine immunopathogene, en particulier 
immunosuppressive ou angiogenique de depart. 

II peut comporter une ou plusieurs modifications dans les acides 

30 amines de cette proteine ou fragment telles que des deletions, substitutions, 
additions, ou fonctionnalisations telles qu'acylation d'acides amines, dans la 
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mesure ou ces modifications restent dans le cadre precise ci-dessus (absence 
de toxicite, caracteres immunologiques). Par exemple, en general le 
remplacement d'un residu leucine par un residu isoleucine ne modifie pas de 
telles proprietes; les modifications doivent generalement concerner moins de 
5 40% d'acides amines, de preference moins de 20% et tout particulierement 
moins de 10% de la proteine immunopathogene, en particulier 
immunosuppressive ou angiogenique. II est important que la proteine ou 
fragment modifie ne soit pas denature comme on peut le faire par exemple par 
un traitement physique comme la chaleur afin de preserver ses sites 

10 conformationnels pour que les anticorps induits par les derives modifies soient 
actifs vis a vis de la proteine native. 

Dans des conditions preferentielles, les composes immunogenes 
de I'invention comportent au moins 50% de la totalite ou d'un segment de la 
proteine immunopathogene, en particulier immunosuppressive ou 

15 angiogenique, de preference au moins 70%, particulierement au moins 90%, et 
tout particulierement la totalite ou quasi-totalite de ladite proteine 
immunosuppressive ou de la proteine angiogenique. 

De maniere generate, en ce qui concerne les modifications, 
Thomologie ou la similitude entre I'immunogene modifie et la proteine ou partie 

20 de proteine immunosuppressive native, ainsi que les dimensions du compose 
immunogene, de meme que les modalites d'utilisation, ou de couplage du 
compose immunogene selon Tinvention a une proteine immunogene telle que 
le toxoTde tetanique, on peut en particulier se referer a WO-A-86/06 414 ou a 
EP-A-0.220.273 ou encore a PCT/US.86/00831, equivalents, dont 

25 I'enseignement est incorpore ici par reference. 

La presente invention a egalement pour objet un compose 
immunogene caracterise en ce qu'il est une proteine initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale provenant de cellules 
cancereuses, de cellules infectees par un virus ou de cellules immunitaires ou 

30 encore un fragment de cette proteine et en ce que ses proprietes 
immunosuppressives et/ou angiogeniques sont inactivees d f au moins 70 % par 
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un trartement physique et/ou chimique, par recombinaison genetique ou encore 
par un conditionnement adjuvant, ledit trartement lui conservant la propriete 
d'etre reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine, et lui 
conservant des proprietes immunogenes suffisantes pour generer des 
5 anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine native, a ('exception de Tat de 
VIH1 carboxymethyie ou d'un fragment de cette proteine. 

Parmi les composes immunogenes ci-dessus, on prefere les 
composes immunogenes caracterises en ce qu'il derivent d'une des proteines 
immunosuppressives et/ou angiogeniques s.uivantes : 
10 - proteine Tax d'un virus HTLV-1 

- proteine E7 du papilloma virus 

- lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires et 
particulierement les lymphocytes T actives. 

On prefere aussi un compose immunogene tel que defini ci- 
15 dessus qui est un produit obtenu par recombinaison genetique presentant une 
homologie peptidique de 70% au moins avec les proteines Tat du HIV-1, Tax 
du HTLV1 ou 2 et E7 de I'HPV ou la lectine mannane-dependante produite par 
des cellules immunitaires activees ou avec un segment de ces proteines. 

On prefere egalement un compose immunogene tel que defini ci- 
0 dessus caracterise en ce qu'il est traite par un aldehyde, qu'il est carboxamide 
ou qu'il est maleimide. 

On prefere enfin un compose immunogene tel que defini ci- 
dessus caracterise par un conditionnement adjuvant qui le rend biologiquement 
inactif, telle qu'une emulsion huileuse en adjuvant de Freund incomplet (IFA). 
> On peut aussi faire deriver d'un mutant homologue le compose 

immunogene desire. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 
preparation d'un compose immunogene tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que I'on soumet une proteine initialement immunosuppressive ou 
angiogenique a action locale induite par une tumeur cancereuse, ou une 
proteine mutante homologue, ou un fragment de cette proteine, a un trartement 
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physique, chimique, ou a une recombinaison genetique, selectionne puis purifie 
le compose attendu, ou incorpore une proteine native ou inactivee dans un 
condrtionnement adjuvant. En effet, par un conditionnement galenique d'une 
proteine active physiologiquement, on peut masquer son activite biologique tout 
5 en conservant son immunogenicite. 

La presente invention a notamment pour objet un procede de 
preparation d'un compose immunogene tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que I on effectue un traitement chimique qui comprend un traitement a I'aide 
d'un aldehyde suivi d'un couplage a une proteine porteuse, ainsi qu'uh procede 
10 caracterise en ce que Ton effectue' un traitement chimique qui comprend un 
traitement bloquant les residus SH par carboxamidation, carboxymethylation ou 
maleimidation. 

La reaction de carboxymethylation permet de modifier les 
groupements thiols (groupements sulfhydryl) presents au niveau des residus 
15 cysteines de Tenchainement en acides amines. La carboxymethylation inactive 
certaines fonctions toxiques dependantes des groupements SH comme Pa 
rapporte pour la proteine Tat Frankel et al. Cell Vol 55 (1988). Ces 
groupements reagissent avec I'acide iodoacetique ou Tiodoacetamide par une 
reaction de S-carboxymethylation ou S-carboxyamidomethylation t 
20 respectivement. 

La reaction de maleimidation bioque egalement les groupements 
SH pour former des complexes S-maleimides. 

Par exemple, la proteine Tat possede 7 cysteines. Ces cysteines 
participent a la formation de pdnts disulfure inter et intra-chaines et contribuent 
25 a la formation d^ligomeres. 

Le produit de la reaction est dans chaque cas un residu 
S-carboxymethylcysteinyl ou S-carboxymethylamidocysteinyl. 

Un fragment peut comporter de 8 a 110 acides amines par 
exemple, de preference de 12 a 60 acides amines et notamment de 12 a 40 
30 acides amines. Un tel fragment peut comporter aussi du ou des cotes C ou N 
terminal de 1 a 5 acides amines supplementaires c'est-a-dire differents du 
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segment d'origine. Un fragment doit en outre comporter une cysteine au moins 
pour pouvoir faire I'objet de la carboxymethylation. 

La reaction de carboxymethylation peut aussi etre realisee avec 
d'autres agents chimiques comme I'acide performique, I'acide 3- 
5 bromopropionique, 1'ethylene.mine, le bromure de (2-bromoethyl) 
trimethylammonium, le 2-bromoethane sulfonate, la 1,3-propanesulfone etc.... 

Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre du procede 
ci-dessus decrit, ladite proteine ou ledit fragment de depart peut se presenter 
sous forme fusionnee a un marqueur (FP) ou non fusionnee (P). La forme FP 
1 0 peut modifier perse la conformation moleculaire et par la modifier son activite. 

Les proteines ou fragments de depart du procede sont des products 
connus dont des procedes deactivation peuvent avoir ete decrits par hasard 
dans la litterature par exemple pour une etude structured mais en aucun cas 
utilises comme vaccin, par exemple pour Tat de VIH-1 par Frankel A.D. et al. 
15 (Cellular uptake of the tat protein from human immunodeficiency virus, Cell, 1988, 
55 : 1189-93), pour le Tat par Tanaka et al. Int. J. Cancer, 1991, vol 48, pages 
623-630 ou n'ont pas encore ete decrits comme I'inactivation de la proteine E7 
decrite par Speidel et al, Eur. J. Immunol., 1997, 27, pages 2391-2399. Ces 
proteines de depart peuvent etre meme commercialisms (Immunodiagnostics 
20 Inc.. Cat # 1002-2) ou peuvent etre preparees de maniere conventionnelle. 

On peut en particulier preparer les proteines ou fragments de 
depart ci-dessus par : 

1) Synthese par genie genetique ou par synthese biochimique ; 

2) Purification 

25 Par 9® nie genetique, on peut purifier les proteines produites par 

chromatographie d'affinite en utilisant par exemple des anticorps diriges centre 
la proteine ou un de ses fragments ; on peut aussi synthetiser la proteine 
fusionnee a un marqueur (FP) qui servira a I'accrochage a une colonne 
d'affinite. 



WO 00/03732 




PCT/FR99/01423 - 



Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre du 
procede ci-dessus decrit, lorsque la proteine ou fragment est fusionne a un 
marqueur (FP), il est soumis a : 

une concentration, par exemple, par ultrafiltration ; 
5 - un desalage, par exemple, par gel filtration ; 

- un traitement au bromure de cyanogene ou I'enterokinase pour diver la 
proteine de fusion et liberer ainsi la proteine ou fragment ; 
une concentration et diafiltration ; 
une chromatographic par echange cationique ; 
10 ~- une concentration par ultrafiltration, suivie par une filtration sur gel 
d'exdusion. 

La reaction au bromure de cyanogene ci-dessus permet de diver 
les thioethers. L'action du bromure de cyanogene sur les molecules 
polypeptidiques est selective en effectuant un clivage au niveau des residus 

15 methionine existants. Cette reaction aboutit a la formation de 2 fragments 
polypeptides par residu methionine. Cette reaction peut §tre avantageusement 
couplee avec la reaction de carboxymethylation precedemment decrite mais 
elle n'est pas necessaire a I'inactivation. 

Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre du 

20 procede ci-dessus decrit, on prepare ia proteine ou le fragment attendu(e) 
couple(e) a un compose permettant sa purification, par exemple a un fragment 
peptidique contenant plusieurs histidines, de preference en sequence continue 
de 4, 5, notamment 6 histidines ou plus permettant la fixation a une colonne de 
Nickel. Dans la mesure ou la presence de ce compose n'induit pas de toxicite 

25 et ne modifie pas defavorablement rimmunogenicite de la proteine ou de 
fragment, il n'est pas necessaire de le diver apres purification. Toutefois, dans 
des conditions de realisation preferee, on dive ce compose pour Peliminer. 

Les proteines modifiees qui sont des proteines initialement 
notamment immunosuppressives et/ou angiogeniques a action locale induites 

30 par les tumeurs cancereuses et fragments et dont les proprietes 
immunosuppressives sont inactivees par un traitement approprie, objet de la 
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presente invention, possedent de tres interessantes proprietes 
pharmacologiques. Elles sont douees notamment de remarquables proprietes 
antagonizes des proprietes des proteines immunosuppressives et/ou 
angiogeniques a action locale induites par une tumeur cancereuse. 
5 Ces proprietes sont illustrees ci-apres dans la partie experimentale 

Elles justifies I'utilisation des proteines modifiees ci-dessus decrites a titre de 
medicament. 

C'est pourquoi Invention a encore pour objet des medicaments 
caracterises en ce qu'ils sont constrtues des composes immunogenes tels que 
10 d^finis ci-dessus, pour leur utilisation dans une methode de traitement 
therapeutique du corps humain ou animal, ainsi que I'utilisation d'un tel 
compose immunogene pour la preparation d'un medicament curatif ou prevent* 
destine a la neutralisation des effets immunosuppressifs et/ou angiogeniques 
des proteines immunosuppressives et/ou angiogeniques ci-dessus et 
15 notamment de la proteine Tat du VIH-1, la proteine E7 du papilloma virus et la 
proteine Tax de HTLV1 . En effet, les composes selon Invention ont perdu 
leurs proprietes immunosuppressives ou leurs proprietes angiogeniques et 
peuvent done etre administres chez I'homme comme on le verra ci-apres dans 
la partie experimentale. 

20 Les medicaments selon la presente invention trouvent leur emploi 

par exemple dans le traitement tant curatif que des cancers, notamment des 
cancers induits par des virus comme, par exemple, I'ATL (Acute T cell 
leukemia) cause par le HTLV 1, ou le cancer du col uterin cause par le 
papilloma virus, ou encore le lymphome de Burkitt ou le sarcome de Kaposi 

25 causes par des virus de la famine herpes, respectivement I'Epstein-Barr (EBV) 
et le HHV8. 

Les composes immunogenes selon ('invention peuvent etre 
utilises comme suit : 

On administre a un patient un compose immunogene selon la 
30 presente invention, par exemple par voie sous-cutanee ou intramusculaire, en 
quantite suffisante pour etre efficace sur le plan therapeutique, a un sujet ayant 
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besoin d'un tel traitement. La dose administree peut aller par exemple de 10 a 
1000 pg par voie sous-cutanee, une fois par mois pendant trois mois, puis 
periodiquement en fonction du taux des anticorps seriques induits, par exemple 
tous les 2-6 mois. On pourra administrer dans une meme preparation deux ou 
5 plusieurs molecules immunogenes differentes pour induire des anticorps 
neutralisant tous les sites fonctionnels deleteres au cas ou une seule molecule 
immunogene ne porte pas tous les sites actifs de la toxine ou de la cytokine 
surproduite que Ton veut neutraliser. 

L'invention a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques 
"10 qui renfermerit au moins un compose immunogene precite, a titre de principe 
actif. 

A titre de medicaments, les composes immunogenes de invention 
peuvent etre incorpores dans des compositions pharmaceutiques destinees a 
n'importe quelle voie conventionnelle en usage dans le domaine des vaccins, 

15 en particulier la voie sous-cutanee, la voie intramusculaire, la voie 
intraveineuse ou la voie orale. L'administration peut avoir lieu en dose unique 
ou repetee une ou plusieurs fois apres un certain intervalle de temps. 

C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet une 
composition pharmaceutique, curative ou preventive, caracterisee en ce qu'elle 

20 comprend a titre de principe actif, un ou plusieurs composes immunogenes 
nouveaux tels que definis ci-dessus, c'est-a-dire a ('exception de la proteine Tat 
inactivee du VIH-1, ou ses fragments. Le compose immunogene peut etre 
conditionne seul . ou melange a un excipient ou melange d'excipients 
pharmaceutiquement acceptables tel qu'un adjuvant. 

25 La presente demande a plus particuiierement pour objet un vaccin 

contenant a titre d'immunogene, un compose immunogene defini ci-dessus et 
notamment une proteine initialement immunosuppressive et/ou angiogenique a 
action locale induite par une tumeur cancereuse ou un fragment de cette 
proteine dont les proprietes immunosuppressives et/ou angiogeniques sont 

30 inactivees d'au moins 70 % par un traitement approprie! 
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La presente invention a encore pour objet un procede de 
preparation d'une composition ci-dessus decrite, caracterise en ce que Ton 
melange, selon des methodes connues en elles memes, le ou les principes actifs 
avec des excipients acceptables, notamment pharmaceutiquement acceptables. 
5 L'administration a un patient de composes immunogenes selon 

I'invention correspond a une immunotherapie active. II peut etre interessant 
egalement de proceder a une immunotherapie passive, c'est a dire de foumir a 
un patient directement des anticorps dont il a besoin pour neutraliser les effets 
nocifs des protejnes ci-dessus par exemple d.es proteines immunosuppressives 
10 a action locale induites par des tumeurs. 

Ces anticorps par exemple anti-proteines immunosuppressives 
et/ou angiogeniques peuvent etre obtenus classiquement et a titre d'exemple 
apres immunisation d'un mammifere, homme ou animal, a I'aide d'un compose 
immunogene tel que defini ci-dessus, par clonage de lymphocytes B humains 
15 transforms par le virus Epstein-Barr puis recuperation des anticorps attendus 
secretes par lesdits lymphocytes B transforms, ou encore par recombinaison 
genetique a partir d'une librairie de phages. 

C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet de 
tels precedes de preparation d'anticorps anti-proteines notamment 
20 immunosuppressives et/ou angiogeniques d'une tumeur cancereuse et en 
particulier d'anticorps anti-proteine E7 du papilloma virus ou anti-proteine Tax 
de HTLV1 , et notamment un procede de preparation d'un anticorps ci-dessus 
caracterise en ce que I'on immunise un mammifere a I'aide d'un compose 
immunogene tel que defini ci-dessus, puis recupere les anticorps formes. 
25 La P^sente demande a encore pour objet un anticorps anti- 

proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur cancereuse et en 
particulier des anticorps polyclonaux ou monoclonaux obtenus a partir de 
mammiferes immunises avec un compose immunogene defini ci-dessus et 
notamment une proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur 
30 cancereuse biologiquement inactivee mais immunogene, notamment la 
proteine E7 du papilloma virus ou la proteine Tax de HTLV1, ou leurs 
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fragments. Ces anticorps administres passivement t qu'ils soient allogeniques 
(humains) ou xenogeniques (animaux), pourront etre des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux complets ou des fragments F(ab')2 ou Fab de 
I'anticorps. 

5 Par "anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique 

d'une tumeur cancereuse", Ton entend des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux ou des fragments F(ab')2 ou Fab de ces anticorps ou encore des 
anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur 
cancereuse obtenus par construction genetique a partir d'une librairie de 
10 phages. 

Les anticorps xenogeniques proviennent d'animaux 
hyperimmunises avec uh compose immunogene selon I'invention, notamment 
avec la proteine E7 du papilloma virus ou la proteine Tax de HTLV1 ou ses 
derives (fragments peptidiques de la proteine E7 du papilloma virus ou de la 
15 proteine Tax de HTLV1 detoxifies selon (Invention), et sont 
soit polyclonaux provenant d'animaux hyperimmunises, 
soit monoclonaux, obtenus apres hybridation selon la technique que Kohler 
et Milstein de cellules spleniques ou d'adenocytes avec une Iign6e 
myelomateuse, type x63, notamment x63AG3. Dans ce cas on prefere les 
20 anticorps equins ou de lapin. 

La presente demande a encore pour objet un procede de 
preparation d'anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique 
d'une tumeur cancereuse, caracterise en ce que Ton immunise un mammifere, 
homme ou animal, avec un compose immunogene tel que defini ci-dessus. 
25 La presente invention a aussi pour objet un procede de 

preparation d'anticorps monoclonaux anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique d'une tumeur cancereuse, caracterise en ce que Ton utilise des 
cellules B provenant d'individus immunises par un compose immunogene selon 
la presente invention, lesdites cellules B etant transformees par le virus EBV et 
30 produisant des anticorps specifiques anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique d'une tumeur cancereuse. 
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Les cellules EBV + ci-dessus peuvent etre cultivees de maniere a 
produire les anticorps attendus. Ces cellules, comme on I'a vu, proviennent 
notamment de malades immunises par une proteine immunosuppressive ou 
angiogenique native d'une tumeur cancereuse, ou par un compose 
5 immunogene selon I'invention. 

La presente demande a encore pour objet un precede de 
preparation d'anticorps selon I'invention monoclonaux, diriges centre une 
proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur cancereuse, 
effectivement immunosuppressive ou non, caracterise en ce que I'on prepare 
10 des hybridomes de mammifere, notamment de souris a partir de splenocytes 
ou adenocytes notamment de souris immunisees par une proteine 
immunosuppressive ou angiogenique native ou un compose immunogene 
selon ('invention, et de cellules de myelome, de preference de lignee x63, selon 
les precedes bien connus de I'etat de la technique (Kohler et Milstein). 
15 La P^sente demande a egalement pour objet un procede 

d'obtention d'anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique 
d'une tumeur cancereuse, par la technologie de recombinaison genetique, 
caracterise en ce que I'on utilise a titre d'immunogene un compost 
immunogene tel que defini ci-dessus. 

La presente demande a encore pour objet des fragments F(ab')2 
ou Fab desdits anticorps ; ceux-ci peuvent etre obtenus par digestion 
enzymatique par exemple. 

La presente invention a tout autant pour objet un procede 
d'immunisation passive de sujets cancereux, utilisant des anticorps specifiques 
25 anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur cancereuse et 
specialement anti-proteine E7 du papilloma virus ou anti-proteine Tax de 
HTLV1 neutralisant ou bloquant les effets nocifs de cette proteine et pouvant 
etre prepares comme indique ci-dessus, ou des fragments F(ab')2 ou F(ab) de 
ces anticorps. 

30 La P resente demande a egalement pour objet un procede 

d'immunisation active caracterise en ce que I'on utilise a titre d'immunogene un 
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compose immunogene tel que defini ci-dessus avantageusement associe a un 
adjuvant d'immunite mineral, huileux ou de synthese, ou encore un compose 
immunogene tel que defini ci-dessus, avantageusement couple par exemple a 
['aide d'un dialdehyde ou associe a une proteine augmentant son 
5 immunogenicite. 

Ces immunisations peuvent etre realisees tant a titre curatif qu'a 
titre preventif. 

A titre d'immunogenes, pour tous les precedes ci-dessus et ci- 
apres, on utilise de preference un derive de la proteine E7 du papilloma virus 
10 ' bu de la proteine Tax de HTLVL 

L'invention a en outre pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe actif curatif ou preventif , au moins un anticorps 
anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur cancereuse 
tel que defini ci-dessus ou obtenu selon les precedes ci-dessus. 
15 L'invention a enfin pour objet ('utilisation d'un compose 

immunogene ou d'un anticorps ci-dessus pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement des effets immunosuppressifs locaux d'une proteine a 
action immunosuppressive locale ou angiogenique d'une tumeur cancereuse. 

En resume et notamment, la presente invention a pour objet 
20 Tusage a titre pr6ventif t ou curatif chez le sujet cancereux d'anticorps 
specifiques de maniere a bloquer Taction notamment immunosuppressive d'une 
proteine a action immunosuppressive locale ou angiogenique d'une tumeur 
cancereuse et notamment de la proteine Tat du VIH-1, de la proteine E7 du 
papilloma virus ou de la proteine Tax de HTLV1. Ces anticorps specifiques 
25 pourront provenir : 

1. du sujet lui-meme, induits par une immunisation active (vaccination) avec 
une proteine immunosuppressive locale d'une tumeur cancereuse privee 
desdits effets immunosuppressifs mais immunogene ( on a preserve les 
proprietes susceptibles d'induire la formation des anticorps, lorsque la 
30 proteine est presentee et preparee de maniere appropriee, couplee ou non 
a un "carrier 11 , agregee ou non, en presence ou non d'adjuvant) ou 
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2. d'un organisme etranger, alio- ou xenogenique, administre au sujet par 
immunisation passive (serotherapie). Ces anticorps administres 
passivement, pourront etre des anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
complets ou des fragments F(ab')2 ou Fab de ('anticorps. 
5 L'invention a egalement pour objet des compositions 

pharmaceutiques. 

a) Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent preventif ou 
curatif une proteine initialement immunosuppressive ou angiogenique 
locale d'une tumeur cancereuse mais privee desdits effets 

1 0 immunosuppressifs et immunogene selon l'invention. 

b) Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent preventif ou 
curatif des anticorps anti-proteine a action immunosuppressive ou 
angiogenique locale d'une tumeur cancereuse produits a partir 
d'organismes immunises contre ladite proteine ou ses fragments F(ab')2 ou 

15 Fab, selon l'invention. 

En outre l'invention propose egalement un kit comprenant une 
composition pharmaceutique vaccinale qui en plus du principe actif (proteine 
initialement immunosuppressive ou angiogenique locale d'une tumeur 
cancereuse mais privee desdits effets immunosuppressifs ou angiogeniques et 

20 immunogene ou ses derives ou anticorps anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique locale d'une tumeur cancereuse) peut comprendre un adjuvant 
et/ou un autre immunogene a proprietes anticancereuses. 

Enfin l'invention propose une composition pharmaceutique sous 
une forme galenique conventionnelle. En particulier on associe le principe actif 

25 selon ('invention en quantite suffisante pour etre efficace d'un point de vue 
therapeutique avec un diluant ou un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. 

Pour diminuer la charge immunosuppressive produite par la 
tumeur et ameliorer encore mieux la reponse immunitaire, on pourra associer a 
30 cette immunisation anti-suppressive des moyens plus classiques visant a 
diminuer la taille de la tumeur comme la chimiotherapie, la radiotherapie, 
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Texerese chirurgicale ou encore Tadjonction de genes suppresseurs des 
tumeurs apportes par des techniques de la therapie genique (ADN vehicules 
par des vecteurs viraux, vecteurs lipidiques etc..) ou encore comme 
('immunisation active contre des proteines sans action immunosuppressive ou 
5 angiogenique locale comme les MAGE ou des proteines de structure comme 
celles du papilloma virus. 

On pourra aussi associer d'autres immunisations anti- 
suppressives et/ou angiogeniques par exemple en immunisant contre des 
cytokines ou des lectines susceptibles de servir de mediateur a Taction 

10 suppressive sur les Cellules immunitaires ou associer des immunisations contre 
des antigenes tumoraux classiques (non immunosuppressifs ou angiogeniques) 
susceptibles d'augmenter la reponse immunitaire cellulaire particulierement 
tueuse (cellules CTL ou cellules NK) dirigee contre les cellules tumorales ou 
infectees par des virus. L'avantage de ces associations est qu'elles permettront 

15 au systeme immunitaire de mieux repondre a immunisation anti- 
immunosuppressive et par consequent de mieux se reconstituer. 

Pour resumer, a Timmunisation contre un facteur 
immunosuppressif ou angiogenique paracrine presente sous une forme inactive 
mais toujours immunogene on pourra associer des methodes plus classiques 

20 comme radiotherapie, chimiotherapie exerese chirurgicale ou traitement par 
genes suppresseurs ou encore des immunisations contre des cytokines ou des 
lectines produites par des cellules immunitaires (cellules T ou APC) mediant 
Taction immunosuppressive et/ou angiogenique ou contre des antigenes 
tumoraux. 

25 En effet, dans certains cancers, meme d'origine virale, des 

facteurs solubles d'origine cellulaire, telles les cytokines ou les lectines peuvent 
egalement jouer localement un role de mediateur de ('immunosuppression et/ou 
de Tangiogenese au sein des tumeurs. C'est le cas de TlFNoc, cytokine 
immunosuppressive, surproduit localement au sein des tissus lymphoTdes 

30 infectes par le HIV dans la maladie Sida. 
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(-'experimentation in vitro sur des cellules mononucleees du sang 
(PBMC) infectees par le HlV-1 a montre que la proteine Tat etait impiiquee 
dans la surproduction par les APC de la cytokine IFNa immunosuppressive. De 
maniere interessante, la proteine E7 du HPV, tout comme la proteine Tat du 
5 HIV-1 , induit la surproduction d'IFNa immunosuppressif par les APC. 

En consequence, on pourra egalement combattre Pechappement 
immunitaire et/ou I'angiogenese des cancers, en induisant ou en administrant 
des anticorps diriges specifiquement centre les cytokines dont la surproduction 
est responsable d'immunopathogenese, en particulier d'immunosuppression, 
10 tel I'lFNa et/ou de I'angiogenese, tel le TNFa conformement a la demande de 
brevet internationale WO 92/225. 

Ainsi les effets immunosuppressifs dus a la surproduction d'IFNa 
dans les cancers de la maladie Sida et du col uterin tout comme ceux dus a la 
surproduction de TGFB dans les gliomes viro-induits pourront etre bloques par 
15 des anticorps diriges centre ces cytokines naturelles induits par une 
immunisation active (vaccination) utilisant des cytokinofdes (cytokines 
modifiees biologiquement inactives mais immunogenes) comme vaccin. De tels 
anticorps pourront egalement etre administres passivement (immunisation 
passive). 

20 La fi 9 ure 1 represente les reponses anti-Tat des 5 sujets 

immunises dans ('experimentation 5 ci-apres, determines par ELISA sur 
plaques cotees par la proteine Tat native, apres I'immunisation au Tat toxoTde 
chez les 5 sujets et les differents rappels. 

La figure 2 represente les titres en anticorps obtenus apres toutes 

25 les immunisations, et ceci compare a 2 controles non immunises. 

La figure 3 represente Induction de ('expression de NOsynthase 
inductible (iNOS) dans les cellules endothelials vasculaires humaines 
(HUVEC) pretraitees par la proteine HPV 16 E7 et cultivees en presence des 
cytokines TNFa, IL1 et IFNy. 
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La figure 4 represente I'induction d'ARN messager de PiNOS 
apres 6 heures de traitement par la proteine E7 (100 ng/mml) et les cytokines : 
TNFa (5 ng/ml), IL1-0 (1 ng/ml) et IFNy (1000 U/ml). 

La figure 5 represente les resultats de cytometrie de flux de 
5 cellules endothelials humaines (HUVEC) pretraitees ou non par la proteine 
oncogene E7 et cultivees pendant 12, heures en presence des cytokines IFNy, 
TNFu et IL1 (effet de la proteine E7 sur ('expression de la molecule d'adhesion 
1 ICAM-1 dans les cellules endothelials du cordon ombilicai humain). 

Les exemples et experimentations qui suivent illustrent la presente 

10 demande. 

Exemple 1 . Fabrication de Proteine Tat inactivee par traitement chimiaue. 
Preparation 

On cultive 2 ml de la bacterie deposee a la Collection Nationale 

15 de Cultures de Micro-organismes de Paris le 26 Decembre 1997 sous le N° I 
1964 qui est une bacterie E coli dans laquelle on a insere par transfection un 
plasmide recombinant contenant un gene codant pour un polypeptide 
comportant un fragment constitue de 6 histidines, associe au gene de la 
proteine Tat, dans 400 ml d'un milieu de culture de base (extrait de levure 5g/l, 

20 tryptone 1g/l, chlorure de sodium 1g/l) et 40 ml d'une solution 1 (CaCI 2 2H 2 0 : 
0,175 g/l, MgS0 4 7H 2 0 : 5,9 g/l, glucose : 6 g/l). On incube ainsi la culture a 
30°C pendant 10 heures a 250 tr/mn. 

La prefermentation ci-dessus est suivie d f une fermentation dans 
des conditions analogues, en maintenant le niveau d'oxygene dissous a un 

25 niveau de 70 % de la saturation par regulation de I'agitation. Lorsque la densite 
optique mesuree a 650 nm atteint la valeur de 6, on ajoute 100 ml d f une 
solution sterile a 3,75 % d'IPTG (isopropyle p-d-thiogalactopyranoside) dans de 
Teau desionisee. En meme temps, on supplemente le milieu avec une solution 
sterile d f extrait de levure a 25 %. On ajoute alors une solution comprenant 

30 MgS0 4 7H 2 0 : 8,5 g/l, glucose : 300 g/l, (NH 4 ) 2 S0 4 : 106 g/l, oligo-6lements, en 
maintenant la concentration de glucose au dela de 2 g/l. On recolte alors la 
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masse bacterienne 4 heures apres (Introduction de I'IPTG. On precede a une 
diafiltration centre un tampon tris 0,1 M, NaH 2 P0 4 0,1 M, ditriotheitol 1 Mm, 
pH 8,0, par filtration a contre-courant (seuil 0,3 urn). 

Trois litres du produit brut ci-dessus sont lyses par 4 passages a 
5 une suppression de 500 bars. Le lysat est alors centrifuge pendant 15 mn a 
4°C et 5000 tr/mn. On ajoute alors au surnageant une quantite suffisante d'uree 
pour obtenir une solution 8 M et on ajuste le pH a 8. 

On procede alors a une purification par chromatographie d'affinite 
sur une colonne nickel-NTA agarose (Qiagen) prealablement equilibree avec 
10 600 ml de tampon A (uree 8M, NaH 2 P0 4 0,1 M, tris-HCI 0,1 M, DTT 1 Mm, 
pH 8,0). Une fois chargee, la colonne a ete lavee avec 250 ml de tampon A. On 
elue alors la proteine en utilisant un gradient discontinu pour obtenir la proteine 
fusionnee attendue. 

On concentre la solution ainsi obtenue sur membrane Amicon a 
15 seuil de coupure de 3000 daltons pour obtenir une concentration finale de 
10 mg/ml. On obtient ainsi un eluat brut renfermant la proteine recombinante 
fusionnee de VIH-1 Tat attendue. 

On a produit ainsi une proteine de fusion Tat fusionnee 
genetiquement avec un fragment peptidique riche en histidines qui permet son 
20 accrochage au nickel en vue d'une purification. 

L'eluat ainsi obtenu sera soumis a la reaction de 
carboxymethylation. 

Preparation du toxoide Tat 
25 Stade A : O arboxvmethy latinn 

On ajuste une solution de la proteine Tat fusionnee a un fragment 
peptidique riche en histidine preparee a la preparation 1 ci-dessus pour obtenir 
les concentrations suivantes: Uree 8M, Tris HCI 0,3M, Ditriothreitol, 10 mM 
PH 8,4. 

30 Sous atm osphere inerte, on ajoute 2,6 g d'acide iodoacetique a 

100 ml de la solution ci-dessus. Cette solution est incubee a 37°C a I'abri de la 
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lumiere et sous atmosphere inerte pendant 90 mn. La reaction est bloquee par 
addition de 1 ml de p-mercaptoethanol a 98% et I'incubation est poursuivie 
pendant 60 minutes dans les memes conditions que ci-dessus. 

La solution resultant de I'etape precedente est concentree a I'aide 
5 d'un concentrateur Amicon (Cat#8400) sur membrane YM3 (seuil de 3000 D) 
jusqu'a une concentration de 10 mg/ml. 

On la desale alors par passage dans une colonne Cellufine GH25 
(MATREX) equiiibree a I'aide de 300 ml d'une solution d'uree 4M, 0,1M HCL 

10 Stade B -Purifications 

Ueluat est alors ultrafiltre et traite au bromure de cyanogene pour 
diver au niveau de la methionine la partie amino terminate du produit 
carboxymethyle. Du bromure de cyanogene est ajoute en exces sous 
atmosphere inerte, dans la proportion d'environ 50 moles de bromure de 

15 cyanogene par mole de methionine. Cette solution est conservee dans un 
recipient clos pendant 24h a 37°C. Uexces de bromure de cyanogene est 
chasse par evaporation sous pression reduite. 

La solution obtenue est alors concentree, diafiltree contre du 
tampon acide acetique-acetate de sodium 0.05M, pH 5 en utilisant un diafiltreur 

20 Amicon muni d f une membrane YM3 (seuil 3000 KD). La quantite de produit 
inactif obtenu en solution est de I'ordre de 450 mg. 

Cette solution est filtree sur une colonne echangeuse d'ions 
SP-Sepharose FF prealablement equiiibree avec 200 ml de tampon A et le 
produit est elue par un gradient de NaCI. 

25 Ueluat est a nouveau concentre par diafiltration dans le meme 

systeme Amicon, et la fraction obtenue est purifiee par gel filtration sur colonne 
de Sephacryl S (Pharmacia) equiiibree avec du tampon phosphate pH 7,4. Le 
produit final est filtre sur membrane a 0,22 pm et stocke a 4° jusqu'a utilisation. 

Ce produit a ete soumis aux analyses ci-dessous, et a fait Tobjet 

30 des tests pharmacologiques. 



10 
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Analyses. 

- Quantite totale de produit inactive dosee par le test de Bradford : 150 mg. 

- Electrophorese sur gel de polyacrylamide SulfoDodecylSulfate-PAGE, 
coloration argent (Phast System, Pharmacia, gel homogene a 20%) : bande 
unique avec un poids moleculaire compatible avec celui attendu. Pas 
d'autres bandes detectables a des poids superieurs ou inferieurs. 

■ Electrophorese par gradient isoelectrique (Phast System, Pharmacia, GEL 
IEF 3-9): une seule bande visible. 

■ Western Blot (Phast System, Pharmacia, anticorps monoclonal de 
I'hybridome 5G11) : une seule bande observee et absence de materiel 
agrege ou degrade. 

Activite biologique (induction du gene CAT dans la lignee HELA-HIV-1-LTR 
CAT): aucune activite detectable. 

Sequencage de la partie N-terminale en utilisant la technique standard de 
sequencage d'Edman avec un sequenceur Applied Biosystems (model 
477A): les 20 premiers acides amines obtenus coincident avec la sequence 
attendue 

E-P-V-D-P-R-L-E-P-W-K-H-P-G-S-Q-P-K-T-A 
Endotoxines (test LAL selon le protocole USP XXIII): moins de 0,5 unites 
endotoxique par mg de proteine. 

Sterilite (selon le protocole USP XXIII): repond aux normes. 
Mesure du degre de substitution : en utilisant le reactif d'Ellman pour 
determiner les groupements sulfhydriles fibres par comparaison avec une 
courbe standard mesurant les cysteines. Comparant le Tat natif au Tat 
carboxymethyle, on a trouve que seulement 0,03 % des cysteines restaient 
actives dans le Tat carboxymethyle, soit 1 cysteine active pour 3330 
cysteines inactives. Un simple calcul montre que pour avoir une molecule 
Tat avec 7 cysteines actives dans ces conditions, il faudrait plusieurs kg de 
30 proteine Tat. L'inactivation est done quasi-totale. 
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Cette methode conduit a la production de Tat non- 
imrnunosuppresseur, appele Tat-toxoide, comme on le verra ci-apres. 

Exemple 2. Preparation de Tat mutant obtenu par recombinaison aenetique 
5 inactif mais immunooene. 

Le mutant (AA25 ; Cys versus gly) est obtenu soit par 
mutagenese en utilisant le phage M13 soit par PCR. Ce mutant, contrairement 
a la proteine Tat sauvage, s'est revele inactif a la dose de 1 ^g par ml dans le 
Cat assay et dans le test d'immunosuppression, de cellules mononuclees du 
TO sang peripherique stimules par des antigenes de rappel (PPD ou Tetarios 
ToxoTde). 

Exemple 3, Preparation de la Proteine Tat dans un conditionnement huileux la 
rendant bioloaiquement inactive. 

15 4 ml d'huile (adjuvant Incomplet de Freund ou ISA 51) sont 

pipettes dans un flacon refroidi dans un bain de glace. On introduit dans I'huile 
la tige d'un homogeneiseur, type Silverston, en evitant de toucher les parois du 
flacon. On ajoute alors a I'huile 4 ml d'immunogene en solution aqueuse , par 
fraction de 20 ^il pour le 1 er ml t de 250 nl pour le 3 6me ml et de 500 ^l pour le 

20 4 6me ml. Entre chaque addition, le Silverston est active a 8000 tours par minute 
pendant 4 a 5 secondes et apres I'addition de toute la solution aqueuse 
pendant 6 minute a 8000 tours par min. On obtient ainsi une emulsion eau 
dans Thuile stable. Dans ce conditionnement, la proteine Tat, bien que toujours 
immunogene, s'est montree biologiquement inactive. In. vivo, Tadministration 

25 par voie sous cutanee d'une emulsion contenant 100 ^g de Tat n'a exerce 
d'effets nocifs ni systemiques (courbe de poids ; temperature) ni sur le systeme 
immunitaire (Reponse cellulaire proliferative normale des splenocytes stimules 
par des antigenes de rappel). In vitro, la proteine Tat contenue dans la phase 
aqueuse isolee de I'emulsion s'est montree antigenique par Test ELISA mais 

30 fonctionnellement inactive dans le test du Cat assay. 
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Exemple 4. Production de proteine F7 de. mpv ( soucheJS) P «r i M ^, h[ ^ rtr 
• >ee SIHA dont le genome contient par cellule ..hp r^ i. d < Ar)M rnHant ^ 
proteine. 

Les cellules de lignee SIHA cultivees dans le milieu MEM 
5 contenant 10 % de FCS qui sent concentrees a 5 x 10 6 /ml et incubees avec ou 
sans serum a 37X en presence de 5 % de C0 2 pendant 18 heures. Au terme 
de cette incubation, la viabilite des cellules est superieure a 85 %. Sur frottis 
apres coloration au giemsa, ces cellules sont morphologiquement normales. 
Par reference aux cellules avant incubation, leur cytoplasme apparart plus 
10 basophile, le noyau heberge un ou plusieurs gros nucleoles et les mitoses sont 
moins nombreuses ou inexistantes. Ces cellules exponent dans le surnageant 
de culture des quantites de proteine E7 mesurables et identifies 
specifiquement par test d'immunoblot utilisant des anticorps anti-E7 de lapin 
reveles par ELISA. Par reference aux immuno-empreintes faites sur des 
15 quantites connues decroissantes de proteine E7 recombinante purifiee, ces 
cellules en culture ont produit dans le milieu extracellulaire des quantites de E7 
superieures a 10 pg/ml. 

Exemple 5. Fabrication de Proteine F7 in a rti v6e oar tmitpmpnt .hi^.,^ 

Des essais utilisant le glutaraldehyde ont permis de produire une 
20 proteine E7 inactivee dans les tests ^immunosuppression. Le traitement par le 
glutaraldehyde s'effectue de la fapon suivante:. une solution d'E7 a 1 mg/ml en 
Phosphate disodique 70 mM a pH 8,2 est additionnee de glutaraldehyde a 
concentration finale 0.026M ou 0.0026M. On laisse la reaction s'accomplir 
durant des temps variables allant de 1 mn a 3 heures a la temperature 
25 ambiante. A la fin de chaque temps de reaction, la reaction est bloquee par 
addition de glycine a concentration finale 100 mM. Les differents prelevements 
sont dialyses pendant 16h, a 4°C, contre 100 fois leur volume de PBS. La 
dialyse est repetee 2 fois. On constate dans tous les cas que des apres 1 
heure de traitement par le glutaraldehyde, I'effet immunosuppressif d'E7 a 
30 disparu ainsi que mesure dans le test d'immunosuppressiqn. II convient 
d'optimiser les conditions de la reaction afin de preserver au maximum 
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I'immunogenicite de la proteine: ceci se fait en testant les preparations selon la 
methode utilisee dans ('experimentation 3. 

Des essais ont aussi ete realises avec le formaldehyde, a la 
concentration finale de 33 mM, et reactivation est testee de 1 heure a 
5 plusieurs jours. La reaction est bloquee par addition de glycine, avant d'etre 
dialysee de fa?on repetee contre du PBS. La proteine obtenue, ou E7-toxoTde, 
contrairement a la proteine native, n'a pas montre d'activite 
immunosuppressive dans le test d'activite des cellules mononuclees du sang 
peripherique activees par les antigenes de rappel (PPD et Tetanos ToxoTde). 
10 ' - - — - ... _ 

Exemble 6. Fabrication de proteine Tax inactivee par traitement chimioue. 

La proteine Tax a.ete produite par genie genetique et obtenue a la 
concentration de 1 mg/ml. L'application du meme protocole deactivation, 
utilisant la carboxamidation, a conduit a Tobtention d'un produit derive Tax- 
15 toxoTde inactif dans le test d'immunosuppression de cellules mononuclees du 
sang stimulees par des antigenes de rappel (PPD et Tetanos ToxoTde). 

Exemple 7 

On a prepare une composition injectable repondant a la 



20 formule composee de I'exemple 1 50 pg 

excipient q.s. pour une ampoule terminee a 0,5 ml 

. (detail de I'excipient : adjuvant ISA 51 (Seppic)) 

Exemple 8 

25 On a prepare une composition injectable repondant a la formule composee de 

Texemple 3 100 pg 

excipient q.s. pour une ampoule terminee a 1 ml 



(detail de I'excipient :hydroxyde d'alumine (Superfos, Kvistgaard, DK)) 
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Etude Dharmacoloaiq up 

Experimentation 1a Propria Immung^^^ 

extracellulaires prgyenant cellules cancereuses de -IhjleJ njMjq^ 
des virus ou de cellules immunitaires 

5 lalOn a purifie la proteine Tat du VIH-1 a la concentration de 

1 mg/ml comme prepare par Frankel A.D. et al. (Cellular uptake of the tat protein 
from human immunodeficiency virus, Cell, 1 988, 55 : 1 1 89-93). 

On prend des cellules mononucleees du sang peripherique 
(PBMCs) d'un sujet sain purifiees par Ficoll que Ton met en culture a 1 millions 
10 de cellules par ml dans des micropuits en presence d'antigenes de rappel PPD 
(Merieux, dilution au 1/1000) dans du RPMI, serum SAB 10%. On ajoute de la 
proteine Tat a dose decroissante: 10 mg/ml, 3 mg/ml, 1 mg/ml etc.. Pour 
obtenir des resultats plus marques, il est parfois necessaire de preincuber Ies 
cellules 2h dans le RPMI avec la proteine Tat avant de rajouter le serum, ceci 
15 parce que la proteine peut parfois se Her a des composants du serum et ainsi 
mactiver sa capacite d'agir sur Ies cellules. 

On ajoute de HL2 apres 48h. Enfin apres 5 jours, on mesure dans 
Ies puits la proliferation cellulaire par le test d'incorporation de thymidine tritiee. 
Les resultats sont Ies suivants: 

20 



Proliferation des PBMCs (CPM) 


bans addition de Tat 


28 000 


Tat(10pg/ml) 


8 000 


Tat (3 ug/ml) 


13 000 


Tat (1 ug/ml) 


21 000 


Tat (0,3 ug/ml) 


26 000 , 



1a2_Cytokines immunosuppressives couvertes par le Brevet 
international WO 92/225. 
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1a3. Lectines immunosuppressives . Nous avons recemment 
identifie une lectine produite par les lymphocytes T, dont I'haptene est le 
mannane et qui est immunosuppressive. L'inhibition de la reponse immunitaire 
cellulaire est mise en evidence 1) par ('augmentation de la production d'lFNct, 
5 cytokine immunosuppressive, par les APC. Cette augmentation est bloquee en 
presence de mannane et non de lactose ou de fructose ; 2) par ('inhibition de la 
proliferation des lymphocytes T, PBMC stimulees par des antigenes de rappel 
(PPD, Tetanos ToxoTde) ou par des alloantigenes. 

Experimentalement, cette lectine a ete mise en evidence dans les 
10 surnageants de cellules H9 cultivees sur milieu HL1 sans serum, 6u de PBMC 
preactivees par la cytokine IL-2 et cultivees sur milieu HL1 sans serum. Les 
surnageants des cultures ont et6 concentres par diafiltration sur membrane 
avec coupure a 10 KDa. Ces surnageants concentres presentent les proprietes 
suivantes : 

15 1) d'agglutiner les cellules H9 inactivees par la mytomicine ; laquelle 
agglutination est empechee par le mannane. 

2) de stimuler, a faible concentration, la proliferation des cellules H9 

3) d'inhiber, a forte concentration, la proliferation des cellules H9 



Agglutination de cellules fixees par des surnageants de H 9 ou PBMCs 



20 * Scores d'agglutiriation 



Dilutions des surnageants 





1/2 


1/4 


1/8 


1/16 


1/32 


1/64 


1/28 


HL1 medium > 30kDa 


0* 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


HL1 medium < 30kDa 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


H9 SN > 30kDa 


4 


4 


3 


2 


2 


1 


0 


H9 SN < 30kDa 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


PBMC SN > 30kDa 


4 


3 


2 


1 


0 


0 


0 


PBMC SN < 30kDa 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0. 
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Prol.ferat.on des cellules H9 en presence de surnageants riches en lectine 






Dilutions des surnageants 




0 


1/2 


1/4 


1/8 


1/16 


HP SN > 30kDa 


12 000* 


8 000 


16 000 


21 000 


13 500 


HP SN < 30kDa | 

Sure Dar test d'incnmnratinn o 


12 000 

la Thwrv* 


12 500 


11 800 


12 000 


12 500 



Ces proprietes permettent d'identifier le facteur present dans les 
surnageants a une lectine. 

5 Les proprietes immunosuppressives de cette iectine ont pu etre 

rapportees au fait que Taction de ces surnageants sur ies APC (cellules 
dendritiques, macrophages) en culture activees par I'IFNy s'objective par une 
forte augmentation de la production d'IFNa par ces cellules. Cependant, 
parallelement a ['augmentation de la production d'IFNa, on observe la perte de 
10 pouvoir antiviral de I'lFNa sur les VSV lorsque les cellules MDBK sont 
pretraitees par les surnageants de culture. 



Surnageant de culture 


Neutralisation sur MDBK (%) 


milieu controle 


100 


H9 


50 


H9 mannane 


100 


PBMC 


40 


PBMC mannane 


80 




burnageant de culture 


Augmentation de la production 
d'IFNa par les APC actives (%) 


milieu controle 


100 


H9 


250 


PBMC 


300 
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1a4. Cas de la proteins F 7 du pap illoma »in.c 
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On a realise la merne experience qu'avec Tat avec de la proteine 
E7 du papilloma virus purifiee selon Speidel et al, Eur. J. Immunol., 1997, 27, 
pages 2391-2399. 

Les tests d'incorporation de la 3H-Thymidine a donne des 
5 resultats similaires. 



Proliferation des PBMCs (CPM) 


Sans addition de CE7 


29 000 


E7 (10ug/ml) 


6 000 


E7 (3 |jg/ml) 


10 000 


E7 (1 ug/ml) 


11 000 


E7 (0,3 ug/ml) 


16 000 


1 a5. Cas de la Droteine Tax de HTLV-1 . 



On a aussi realise la meme experience qu'avec Tat avec de la 
10 proteine Tax de HTLV-1 purifiee obtenue de Tanaka et al. Int. J. Cancer, 1991, 
vol 48, pages 623-630. 

Les tests d'incorporation de la 3H-Thymidine a donne des 
resultats similaires. 



Proliferation des PBMCs (CPM) 


Sans addition de Tax 


25 000 


Tax (10 |jg/ml) 


7 000 


Tax (3 pg/ml) 


15 000 


Tax (1 pg/ml) 


21 000 


Tax (0,3 pg/ml) 


26 000 



Ces resultats montrent que les proteines natives ci-dessus sont 
capables d'induire une immunosuppression dose-dependante et ont la capacite 
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de demobilise le systeme immunitaire. Proprietes angiogenics de la proteine 
E7. 



Experimentation ? Prop r ia an ojo^nigues de fecteurs ntnn Ijuhi^ 
5 proteiaues. 

La proteine E7 de I'HPV (souche 16) purifiee qui augmente 
s.gn.ficativement la production des cytokines TNFa et IL-1 par les macrophages 
et les cellules dendritiques a egalement montre des proprietes angiogeniques 
au sein de cultures de cellules endothelials provenant de cordon ombilical 
10 humain (HUVEC). En effet, nous avons observe que Taction de la proteine E7 
sur ces cellules cultivees dans un milieu renfermant de I'EGF et stimulees ou 
non par les cytokines, TNFa ; IFNy ou IL-10 se traduisait par I'augmentation 
significative du taux de production des NO synthases, comme cela a ete etabli 
par FACS en cytometrie de fluorescence (Figure 1) ou par PCR apres 
15 extraction du RNA total des cellules traitees par la proteine E7 ou les cytokines 
(Figure 2). On a egalement montre que la proteine E7, soit seule, soit en 
association avec des cytokines, augmentait significativement ('expression par 
ces memes cellules des molecules d'adhesion ICAM-1 (Figure 3). 

20 - Experimentation 3. Absence d'artivite sunnr^K,* ^ toxoTdes ^ b test 
d'immunosuppression 

On a teste dans les memes conditions que celles decrites dans 
•'experimentation 1, les proteines modifiees par traitement chimique des 
exemples 1,2et3. 

25 0n n ' a P as P u mettre en Evidence d'effet immunosuppressif pour 

ces produits: 
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Proliferation des PBMCs (% par rapport au controle) 


Controle 


100 


Tat lnactive(10pg/ml) 


95 


Tat natif (lOpg/ml) 


20 


E7 Inactivee 


105 


E7 natif 


25 


Tax Inactive 


100 


Tax natif 


25 



Experimentation 4. Immunoqenicite des proteines des exemples 1, 2 et 3 

Des toxoTdes prepares selon les exemples 1, 2 et 3 ont et§ 
5 utilises pour immuniser des souris. 

Le protocole d'immunisation est celui classiquement utilise: les 
souris sont injectees (en im) avec 100 pi d'emulsion (1:1) en adjuvant complet 
de Freund contenant 20 pg de produit aux jour 0 avec rappel en adjuvant 
incomplet de Freund de 5 pg aux jours 21 et 35. Le serum des souris est 
10 preleve aux jours -2 et 40 et analyse par ELISA sur des plaques sensibilisees 
avec la proteine native correspondante (non traitee chimiquement) et avec les 
toxoTdes prepares aux exemples 1, 2 et 3. Les serums ont ete testes a une 
dilution au 1/500. 

Les resultats obtenus ont ete comparables pour les 3 produits 
15 testes ici f Tat-toxoTde, Tax-toxoide et E7-toxoide. 

Ces resultats, exprimes en densite optique, obtenus sur 3 souris 
immunisees (1 a 3) et 3 souris non immunisees (4 a 6), sont rapportes dans le 
tableau suivant: 
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Protein e nativp 

* • wtvii I lull VC 


rroieine inactivee 


Souris 1 






J-2 


0 2 


0,2 


J40 


2,1 


2,1 


Souris 2 






J-2 


0 15 


0,2 


p40 


2 2 


*,2 


Souris 3 






J-2 


0 2 


0,1 


J40 ~~~ 


1 9 


2,1 


Souris 4 






J-2 


0 15 


0,15 


|J40 


0 1 


0,1 


Souris 5 






J-2 


0,1 


0,1 


J50 


0,1 


0,15 


Souris 6 






J-2 


0,2 


0,2 


J40 


0,1 


0,1 



Ces resultats montrent que les souris immunisees par le toxoide 
produisent des anticorps capables de reconnaTtre de la meme facon la proteine 
native et le toxoide. D'autre part cela confirme I'innocuite de ('immunisation par 
les toxoTdes car les souris ont tres bien tolere rimmunisation. 

Experimentation 5. Immunisation chez I'homm* p ar produif rift rgxernpte J 



5 sujets seronegatifs ont subi une immunisation avec la proteine 
Tat inactivee immunog6ne de I'exemple 1 dans de I'adjuvant incomplet de 
Freund (Isa 51, Seppic) suivie d'un premier rappel environ 3 semaines apres et 
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d un deuxieme rappel environ 15 jours apres. Une reponse immunitaire anti 
proteine Tat native a pu etre objectivee par tests ELISA. La Figure 1 presente 
les reponses anti-Tat des 5 sujets immunises, determinees par ELISA sur 
plaques cotees par la proteine Tat native, apres ('immunisation au Tat toxoide 
5 chez les 5 sujets et les differents rappels. La figure 2 presente les titres 
obtenus apres toutes les immunisations, et ceci compare a 2 controles non 
immunises. 

On voit done que le toxoTde peut etre utilise chez Thomme et 
provoque une reponse immunitaire qui produit une reaction croisee avec la 
TO proteine Tat native. 
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REVENDICATinM.q 

1. Utilisation d'une proteine provenant de cellules cancereuses, de 
cellules infectees par un virus ou de cellules immunitaires ou encore d'un 
5 fragment de cette proteine, caracterisee en ce que cette proteine est une 
proteine initialement immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale et 
en ce que ces proprietes sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un 
traitement physique et/ou chimique, par recombinaison genetique ou encore par 
un conditionnement adjuvant, ledit traitement lui conservant la propriete d'etre 
10 reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine, et lui conservant des 
proprietes immunogenes suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou 
bloquant ladite proteine native, pour I'obtention d'un medicament destine a une 
utilisation comme agent anti-immunosuppression ou anti-angiogenique a action 
locale en tant qu'anticancereux. 

15 2 - utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 

compose immunogene derive d'une des proteines immunosuppressives et/ou 
angiogeniques suivantes : 

- proteine Tat du virus VIH-1 

- proteine Tax d'un virus HTLV-1 
20 - proteine E7 du papilloma virus 

- lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires 
activees 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en 
ce que le compose immunogene a ete traite par un aldehyde, ou carboxamide 

25 ou maleimide. 

4. Un compose immunogene caracterise en ce qu'il est une 
proteine initialement immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale 
provenant de cellules cancereuses, de cellules infectees par un virus ou de 
cellules immunitaires ou encore un fragment de cette proteine et en ce que ses 

30 proprietes immunosuppressives et/ou angiogeniques sont inactivees d'au 
moins 70 % par un traitement physique et/ou chimique, par recombinaison 
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genetique ou encore par un conditionnement adjuvant, ledit traitement lui 
conservant la propriete d'etre reconnue par des anticorps diriges contre ladite 
proteine, et lui conservant des proprietes immunogenes suffisantes pour 
generer des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine native, a 
5 I'exception de Tat de VIH1 carboxymethyle ou d'un fragment de cette proteine. 

5. Un compose immunogene tel que defini a la revendication 4 
caracterise en ce qu'il derive d'une des proteines immunosuppressives et/ou 
angiogeniques suivantes : 

proteine Tax d'un virus HTLV-1 
10 - proteine E7 du papilloma virus 

- lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires et 
particulierement les lymphocytes T actives 

6. Un compose immunogene tel que defini a Tune des 
revendications 4 et 5, qui est un produit obtenu par recombinaison genetique 

15 presentant une homologie peptidique de 70% au moins avec les proteines Tat 
du HIV-1, Tax du HTLV1 ou 2 et E7 de I'HPV ou la lectine mannane- 
dependante produite par des cellules immunitaires activees ou avec un 
segment de ces proteines. 

7. Un compose immunogene tel que defini a la revendication 4, 5 
20 ou 6 caracterise en ce qu'il a ete traite par un aldehyde, carboxamide ou 

maleimide. 

8. Un compose immunogene tel que defini a Tune des 
revendications 4 a 7, caracterise par un conditionnement adjuvant qui le rend 
biologiquement inactif, telle qu'une emulsion en adjuvant de Freund incomplet 

25 (I FA). 

9. Un compose immunogene tel que defini a Tune des 
revendications 4 a 8 pour son utilisation dans une methode de traitement du 
corps humain ou animal. 

10. Procede de preparation d'un compose tel que defini a Tune 
30 des revendications 4 a 7, caracterise en ce que Ton soumet une proteine 

initialement immunopathogene, notamment immunosuppressive ou 




10 
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angiogenique a action locale induite par une tumeur cancereuse, ou une 
proteine mutante homologue, ou un fragment de cette proteine, a un traitement 
physique, chimique, ou a une recombinaison genetique, selectionne puis purifie 
le compose attendu, ou incorpore une proteine native ou inactivee dans un 
> conditionnement adjuvant. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que Ton 
effectue un traitement chimique qui comprend un traitement a I'aide d'un 
aldehyde suivi d'un couplage a une proteine porteuse. 

12. Procede selon la revendication 10 caracterise en ce que Con 
effectue un traitement chimique qui comprend un traitement bloquant les 
residus SH par carboxamidation, carboxymdthylation ou maleimidation. 

13. Procede de preparation d'un anticorps anti-proteine 
immunosuppressive ou angiogenique a action locale produite par des cellules 
cancereuses a I'exception de Tat de VIH1 caracterise en ce que Ton immunise 

15 un mammifere a I'aide d'un compose immunogene tel que defini a I'une des 
revendications 4 a 8 puis recupere les anticorps ainsi formes. 

14. Un anticorps anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique a action locale produite par des cellules cancereuses a 
I'exception d'un anticorps de Tat de VIH1, obtenu par immunisation d'un 

20 mammifere a I'aide d'un compose immunogene tel que defini a I'une des 
revendications 4 a 8. 

15. Un fragment F (ab') 2 ou F(ab) d'un anticorps tel que defini a la 
revendication 14. 

16. Utilisation d'un anticorps contre une proteine 
25 immunosuppressive ou angiogenique a action locale produite par des cellules 

cancereuses pour I'obtention d'un medicament destine a une utilisation comme 
agent anti-immunosuppression ou anti-angiogenique a action locale. 

17. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un anticorps ou fragment tel que defini a I'une des revendications 14 

30 et15. 

18. Une composition vaccinale renfermant 
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un compose immunogene tel que defini a Tune des revendications 4 a 8. 

19. Une composition pharmaceutique renfermant 
un anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique a action 
locale induite par une tumeur cancereuse a Texception de Tat de VIH1 . 
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